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(g> Vervrondung elnes Extraktea eus Cimfdtuga racemose 

@ 01© Wtrbxng aJoes standardmSBlg zur BehanduDg fistro- 
Qonobbinffigar Turaora elngeactirtwi a irtgatr o ga nan Wtrt- 
stxrffs wW potenzkrt durch dlo gkkhzdt{g» Gate efacs 
EiiwkUa aua QmJdfuga rac&nosa, vorzogswafeD in Doe£&- 
rungan zwtocruwi 5 mg imd EDO mg Dnogo pro Tag. 



o 



Q 



BUNDESDfiUCXBia 12. S7 702187/324 17 



BEST AVAILABLE COPY 



DE 196 52 183 CI 

1 2 

Bescbreibung kuag von Genktein durch einen Extrakt aus Omicifuga 

e _ . ( _ _ „ , . _ , racemosa verstarkt wird Bevorzugte VeniOnmuigcn 

Die Erfmdang betnfft die Verwendnng ernes Extrak- des Extraktes liegen im Bereicfa zwischen lQ-^dnd 

tes ans Cteucifuga racemosa zur Bchanrihing ostrogen- 10~ 5 ,<!a Verdunnungen bis 10" 2 in vitro toxische Effek- 

abhaugigerTuxnore. 3 te kervorbriagca Bevorzugte Dosieruagea tiegen zwi- 

Extrarte aus dem Wurzeistock der Traubensuberker- schenetwa5mguiid500mgDrogeproTa& 

ze (Omkafugae raccmosae rhizoma) weiacn estrogen- Die crfadimgsgemlBe Wh*ung des Cunk£u*a-Ex- 

fihnliche Effekte auf . In den Extrakten smd KomooneD* trakte* auf die ProHeration von OstrogeBabhflMKen 

ten gefunden worden, die spezifiscb an Ostrogenrezep- Kanmomrellen, msbesoodere ManxxnakarzmMEeUen, 
torenbmdenundbriovareioomiertenRa^ to ist in vitro nrit einem Testsyatem aus MCF-7 ZeGen 

dotropmspiegel aenken konnen. Die Verabreklnrng die- erfolgt 

ser Extrakte zur Bebandhmgldunatern^ Die MCF-7 Zaffinie ist em etabKertes m vitro Mcdefl 

den raid Dysmeamhdhat^daherbewalirt. far Ostrogenabhangige Tumore, die sowohi Ostrogeare- 

FOr Marmn n Ira mi«>m-Rimkopatigptea verbtetet aich zeptoren ais aucb Aromatasca kti vittt beshzen. Die 
die Anwendnng von O5trogenhaldgen Arzneimittem zur is menschbebe Bmstkrebdinie wurde abgeleitet von einer 

Regunerung von kEmateriscboi Beschwerden, da die Hexnarffusion bet einem metaaiasierenden Brusttumor 

Aiisbmtungvon and beaitzt Kgmfikante Mengen an 17-B Rezentoren 

mttdurcnOstrogengabenve^ (Scawarte, A. (1994) WWespelctrum auaajewabher^ 

nlanus der Wirkungsweise fur die dstrogeo-analogea vonoide auf die humane Bnmkiebsunie MCF-7- Ene in 
Substamennocbimklaris^istvo^ 20 vitro Studie. Whten-Heidecke, Universita t Berdcb Me- 

rek±ni^diescrSubstenzen ein Risiko fflrdstrogenabhaa- dudn,Dias. 1994X 

gige Tumore als Kontraintfikadon angesefaen wonden. Der EmfluB von Omicifnga-Extrakx auf die ProhTera- 

Ea fet zwar bereits berichtet wordea{Nes5dhut et al tion der MCF-7 Zeflen wurde Mihflw? des KlnKattB von 

mTvYGynokologie (1593) Seiten 249 bis 250), dafl die radioaklrviiiarkierto 
Pbytopharmaka Rhaponum und Gmiofuga-Ejctrakt in 23 

medrigeren Konzentrationen die Proliferation von Kar- Material and Methoden 
zfoomzeBen in vino verstfirken, in hoJieren Konzentra- 

tionen hingegen magiicherweise bemmen. Testsubstanzen 

Eine Verifizierung dieser Ergebtdsso ist nkht publi- 
ziert worden, so daB das Verbot der Verahretdmngvon 30 17p-EstradioI (Sigma) und Tamoxifendtrat (Sigma) 

Pnytopharmaka mh dstrogen-anabger Wirkung for Ri- warden 1-M in DMSO (Dimethyfcixlfoxid) getost undhi 

akopadentcn bezflgikb oitrogcnabfeangiger Tumore einerl - 10 Vpi rfrinmmrrc ^fo? fa ZellJoilturnicdium cut 

weiterhmbestehL spreehend wester verdQnnt C5nnciruga-Eitrakt wurde 

a latbekannt ^geaabaangi^ in einer 1 : 10 Verdummagsreihe direkt mh Zeflkuiiur- 
aanostrogenen Wirkstoa za therapxeren. Der gflngjgste 35 medmrnve rdflna t 
Wirkstoff dieser An iat derzeft Tamoxifen 

(Z>2{4<U-I^henyi-l-J^^ HersteilmigdesCmifdfugarac^ 
thyietbyiamml 

FOr die Paoenten, die mh einem derartigen Antidatro- Nach PrOfimg auf Idemitat, Remhcit and Gehah wur- 
gen behaadeh wurden, kam aus denoben erwahnten 40 den^kgderzerldeinerten Arznekiroge Cmiidruga ra- 

Grtodea one Rrgulienmg der idmzakterischen Be- cemosa rfuxoraa fur 10 Tagc nrit 501 IsopropyWkohol 

acbwcrdeii dn^Onrogeae oder dstrogcmmalogejSube 4<Wb (V/V) mazeriert Der Extrakt wurde abgeiassen 

stanzennidu m Betracht and die Droge abgepxeBL Die vcreinigten Fraktionen 

Erne Hemmting der ProliferatkHi von Mammammor- warden mit Isopitjpyialkohol 40% (V/V) auf ein Endvo- 
zeUen ist abhangig von der K onz e nira non des Tamoxi- 45 lumen von 35 laufgefulh. 
fens, Der Ern^mmg der Konzentradon in einen Bertich 

hinein, wo die Proliferation der Tumorzellea scher ver- ProfiferatkjnBassav MCF-7 
hmdm wird, ist jedocb meat rnngi^ da Tamoxifen m 

diesen Konzennationen toxiscfa wird MCF-7 Zeflen wurden von der ATOCfHTB 22) bezo- 
Die vorSegende Erfindung geht daher von der Pro- 50 gen und in Ease's MEM (Eagle's MinlmaJ-Essenual- 

blemteflimg aus, erne Tumo7thcrapic aocfa nrit niedri- Medium) mit mcht-esjemiellen Ammosauren, I mM Na- 

gereu Antioatrugen-Konzenu atiosen zu ermSglicben. triunmvruvat, 10 |ig/ml Tfi«iiin und 10% FKS (Foetales 

EifindflnggflmflB wird hicrzu in Kombfnation mis Kalberserumjkuhivien. 

dem Anti&trogcncn WbrkstofF ein Extrakt aus Or md fa- Vor Einsatz in den Test wurden die MCP-7 Zeflen 
garKEmosaverwecdet $5 mmdestens eine Passage iaEagleds MEMolmeKxenol- 

ubenaschenderweise hat sicb nerauagcstelh; daB der rot mit nicat-easandeSen Amnwsauren, 1 mM Natrium- 
Extrakl am Omrofiiga racemosa die Profiferation von pynrvat, lOug/ml msnlin und 5% FKS (Foetales K3±> 
ostrogma hh fln gfg en Tianorzeflen meat nur uicht ver- berserum) gebahen. Urn ostrogejurele Wadtoumsbe- 
starkt sqadern In Kombication mh einem tnttestrogo- dingungen im Test za erhahen, wurde far den Testan- 
nen WirkBtoff deasen poSerationflhemraende Wirlomg ao satzdas lnsuanaii3dem2MkttmnTne 
deutllchvcrstarkt.Eodaflauch das FKS durch 5% "Cbaracoal stripped* FKS (CSF) 

ratjonsbemmnng erreiebbar 1st, obne in den Bereicb der ersetzt ^ 
Toxizhitsgrenze fur den antiostrogenen Wirkstoff ge- 200ui einer auf 5xl(^cymIeingesteJhCTZeJlsiispen- 
ratozumttssoL son wurden pro Vertiefimg in 96er MikrotiterplaUcn 

^ Die Potenzienmg der Wirkung ernes anuostrogencn « (Nunc) piperdert und 24b bei 37*C und 5% CO? an 
Wirkstoffes ist annand des Standard-Wirkstoflcs Tamo- Brutscbrank inkubdert. Danacb wurden die OberstaW 
xifen genauer untersucnt worden. Andere Experimente vorsicfatig abgenommen und 150 ul Iriscbes ZeJItoiitiir- 
gebeuHmweisedarauf.daBauchto medjum pro Veruefung pipettiert 
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D ie Tests ubstanzen warden gei&st, in Zeilkuhunnedi- 
um verdfinnt und in 4 Paraflden a 50 uWernefung pi* 
pettiert AIs KontroDen warden ZfeUkuIturmerihim so- 
wie die entsprechenden Lasungsmittdverdamiuigen 
Jewells initmkubiert 

Nach 2—3 Tagen Inknbation bd 37"C und 5% OO3 
wurden die Zellen mh 23 ul/Napf (6-^Thymixfin 
(Ameraham, spez. Alcavitat 3 Ci/mMcJ) fOr 8 h gepuist 
Danach wurden sie S tay dard acth od en (Cell Har- 
vester [no tech) anf Glasf asernTter geerntet und in dnem 
HQsag^zimiHations-Connter (Wallac) gezahfL Die Er- 
gebnisse wurden ah cpm » "counts per minute" ausge- 
druckt 

HerstcDungdes X3iarcoaj^Stripped" FKS(CSF) 

1 Tablette "Dcxtran coated charcoal tablets" (Steraim 
Separe* 8 ) wnrde in 10 ml FKS aufgelftst Danach wnrde 
dteSerum2x45nrinbnWasserb3dbd56*C 
und im AnscnhiB bei 3000 rpm 10 min z entrifo giert Der 
Oberstand wurde abgenommen und flber einen Filter 
imtPoreugrSBeOtf um EQtriert. 

Toxizitatsassay 

Zur Be^rhnrnung der Toxmt&t der emzemen Prufscb- 
stanzen wurde cin Fluoreszenxassay nut Hela Suspcn- 
ggnssellen durcfcgefunrt 

Hela-Zeflea wurden auf cine ZcMchtg von ZfrclG* 



sich auch, wenn Tamoxifen zusammen nut einer kon- 
stantca D033 an Ostradioi appliziert wurde. Die ostro- 
geamduzierte Proliferatjonsytdgerung iconnte dosisab- 
hangig durch Tamoxifen inhkiert werden. 

Die Ergebnxsse dleser Vorversuche maduen deutlich, 
dafl das MCF-7 Testsystem geeigaet ist sowohl dstro- 
gene als auch antidstrogene yVirknngen von Testsub- 
stanxeu nadunwefaes. 

Um dies zu kcwroIBeren, wurden m den folgenden 
Versuchsserien neben Mediumkontroilen und LOsungs- 
mmdkontrollen (Negatrvkontroflen) jeweDs dne Posi- 
■tfvkonirolte fur dsttogene VVirkuna bestehend aus 
l7p-Ostradiol in einer Dosierung von 10~" 7 oder 
10~ 8 -Molar und eme Podth/kontroQe fur anxidstrogene 
Wrrknna bestehend bus Tamoxifen in einer Dosierung 
von 10^-Molar,nutgefDhrt 

Bevor der Qmfcffaga-Extraia in das MCF-7 System 
eingescm wnrde, wnrde dessen Ta xkita t nmScta in 
dnexD Toxizitatsassay mit Hda-Zeflea OberprOft 

Bis zu einer VerdOnmmg von 10~ 2 zdgte der Extrafct 
anf dieser Zeflime trnrhrrir Effekte, Ab einer Verdun* 
nung von 10~ 3 waren kdne Untoxdnede zwischen Me* 
diumkomrolle und Testansatz feststeflbar (Fig, 2). Um 
nngpezifiacfae cytotoriacfag EffektC ^nyfrEf flf n in fcdn- 
nen, wurde dlese Verdunnung daher ab MaximaWosis 
fib* die Testseriea auf MCF-7 Zefleneingesetzt 

Fig. 3 verdeuthcht im. Vergieka die Proliferation fur 
das KontrcJfaysxexn, fur due 10" 5 mokre Tamoxifen- 
Lfisan& elne 10 ~ s molare OstradioQdsung sowie fur d- 
c/ml Medium (Eagle's MEM 4- 5% FKSJeingestelkunri 30 ne Combination von Tamoxifen und Ostradiol, ittw ancfa 
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100 older Suspension in 96er Mikrotiterplatten (Nunc) 
m'pettiert Nach 24 h Inkubatkm bd 37° C und 5% COj 
wurde eine 1:2 Verdttmningsrcibe der Testsnbstanzec 
in Medium angdegt und von jeder Verdimnung jewels 
100 ul pro Vem'pftmg in 4 ParaDalen uipeui er L Die An- 
itae wurden 45 h bd 37^C and 5% COj inkubkrt Da- 
nacfj wnrden die Mfkrotiterplattea bei 800 rpm zentrifu- 
gjgrt und <fie Oberstande vorsschtig abgenommen. 
200 ul enter L6sungans <W mg/ml 4-MetbyiumbeuTfer- 



<fie durch Tamoxifen verursacnte Henunung von dstrcv 
geninduziertfia Proliferation en zu vernizusm. 

Fig. 3 zetgt ferner die Pron^erationsnemmung fur 
Kombinanonea von 10~ 3 moiarem Tamoxifen zmt Ex- 
trakt von Omldfuga racemosa in varsdriedenea 
1 1 10-Veitiuannngen zwiscben 10" 3 und 10" 8 . Es rdgt 
sicn, daB in den Verdunnungea 10" 3 bis 10^ 5 die profi* 
ferarionsbemTnPTidff Wirfcung von T amoxif e n demlicfr 
verstfxtewmlwobdmderVerdunn^ oleProK- 



yflxeptanoat in PBS warden pro Vextiefung pipetnert 40 feranon voustSntfig and in der Verduxmnng 10~ 4 fast 



Kaon 60 nun wurden die Huoreszeazdnbdtea pro Ver~ 
aefung m dnem MSrodterplanenfluorimfltcr (Fhioros- 
lean 1 1^ b eatnanti 

Ergebniste 45 



Zu Begum der Untenuchungen wurde y»tw^^<fa^ ^as 
Testrystem auf cane Sensinvhat OberprQft Als Poitiv- 
koatrolle wurde 17-p Ostradiol in Dosierungea von 
10 -7 10 - ft bzw. J0- 9 -Molar getestet » 

In aDen drd getettetea Dosierungen induzierte 17^ 
Ostradiol erne Stdgarung der Proliferation von MCF-7 
Zellen um 80—100% fan Vergieich zur tmSoJ^ nrffif^n 
Konnolle, wie aas Fig. 1 qskuUichin. 

Parafld wurde in Jedem Testansatz daa LOsungsmit- 55 
trikcHttroile dun±gefDhrt DMSO bewirkte in der maxi- 
mal im Test eyngftreteten Konzentratzon ^^f^e signnv 
kante ProSfa atk>nsstcigernng oder -henunung im Ver- 
gidch zur anbebandehen KontroHe. 

In e nrem wdteren Ansatz wurde der EinfluS des eo 
nicht-steroklalen Antxdstrogens Tamoxifen anf das 
Testsystem gepruft 

Tam ox if en bewirkte m den Dosierungen 10~* and 
10 -5 -Molar erne 100%ige bzw. 77%ige Hemmung der 
Proliferation, in Dosierungen von 10~ 6 dagegen erne 63 
Steigurung der Embauratea um 52% Im Vergieich zur 
unbenanddten KoirtroDe. 
Die antiproliferative Wirkung von Tamoxifen zdgte 



voHstandig unterdrucks wind. In Verdumnmgcn von 
. 10" 6 und h&ber wird die proa^arationshennnende VVir- 
icung von Tamoxifen deht verstarfct 

Durch die KcH&binauon von tamoxifen mit dem CS- 
midfuga»£xtrakt in einer Verdunnung von 10~ 9 oder 
10*" 4 iaflt sich daher eme vollstflndige Prolifera- 

t k i mhemm ung der lYimorzeuen erreicnen, ohnc hierfOr 
hfi h e re Tamoxifen^Kozzzeatranonen, bersp ielsw eise 
10 ^ Molar ehxsetzm zn mussen* die berehs toxische 
ESekte zeigen. 

PatentansprCche 

1. Verwendung ernes Exu da tes aus Cuxridfuga ra- 
cemosa zur Bebandiung ostrogenabnaagiger Tu- 
more in Kombniataon mit dnem antzdatrosenen 

rift J -■ - <— 0 

winssion* 

2 Verwendung ernes Ext raktes nach Ansprocb 1 in 
Komhinarion mit Tamoxifen. 
3L Verwendung ernes Extraktes nach Ansprocb I in 
KombnTftfton mit Genistein. 
4. Verwendung ernes Extraktes aus ryitm^^ race- 
mosa nach dnem der Ansprdche I bis 3 In einer 
Dosierung zwiscaen 5 mg und 500 mg Droge pro 
Tag. 
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Abstract of DE1 96521 83 

The effect of an anti-estrogenic active substance which is commonly used to treat estrogen-dependent 
tumors is greatly enhanced by simultaneous administration of a cimicifuga racemosa extract, preferably in 
doses of 5 to 500 mg per day. 
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